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Aciklanamayan Infertil Ciftlerde Erkek Faktorii:

Sperm DNA Fragmantasyonu Degerlendirmesi

Hale BAYRAM!', Mehmet CINCIK?

Oz

Aciklanamayan infertilite giiniimiizde tiim infertil giftlerin %30-401n1 olusturmaktadir. Infertilite
pratigindeki tiim testlerin normal olmasina karsin ¢iftin gebelik elde edememesi durumu olarak
tanimlanir. Bu durumda farkl: ileri tetkikler yapmak gerekmektedir. Bu konuda en ¢ok yapilan
calisma agiklanamayan infertil ¢iftlerde erkek partnerin degerlendirilmesidir. Bunun i¢in sperm
deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmantasyonu (SDF) en ¢ok aragtirilan patolojiler arasinda yer
alir. Sperm kalitesi gebelik olusumu ve devamlilig1 i¢in bilyiik 6nem tasimaktadir.

Sperm DNA biitiinliigiinii degerlendirmek i¢in ¢alismalarda bir¢ok ydntem kullanilmaktadir.
TdT-dUTP nick-end-labelling (TUNEL) yontemi, tek hiicre jel elektroforezi (COMET analizi),
sperm kromatin yapi analizi (SCSA), flowsitometrik analiz, akridin oranj testi ve floresan in
situhibridizasyon (FISH) yontemi siklikla kullanilan yontemler arasindadir. Bir¢ok ¢alismada da
testlerden ikisi ya da daha fazlasi bir arada kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar agiklanamayan
infertilite tanis1 almis ¢iftlerde erkek partnerden alinan spermlerin DNA fragmantasyon oraninin
yiiksek oldugunu gostermistir. Bu ¢iftlerde ya gebelik olusmamakta ya da erken donem gebelik
kayiplart yasanmaktadir. Kadin infertilitesi yoniinden degerlendirilip herhangi bir patoloji
saptanmayan, sperm DNA fragmantasyon orant normal kabul edilebilir ¢iftlerde gebelik
olusmaktadir.
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Male Factor in Uncompleted Infertile Pairs:

Evaluation of Sperm DNA Fragmantation

Abstract
Unexplained infertility now accounts for 30-40% of all infertile couples. Despite normal testing
of all tests in infertility practice, it is defined as the situation that the couple cannot achieve
pregnancy. In this case, it is necessary to conduct different advanced examinations. The most
common study on this subject is the evaluation of the male partner in infertile couples. For
this, sperm deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation (SDF) is among the most researched
pathologies. Sperm quality is of great importance for pregnancy formation and continuity.

Many methods are used in studies to evaluate sperm DNA integrity. TdT-dUTP nick-end-

labelling (TUNEL) method, single cell gel electrophoresis (COMET analysis), sperm chromatin
structure analysis (SCSA), flow cytometric analysis, acridine orange test, and fluorescent in situ
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hybridization (FISH) method are among the frequently used methods. In many studies, two or more of the

tests are used together. Studies have shown that in couples diagnosed with unexplained infertility, the DNA

fragmentation rate of sperm from a male partner was found to be high. Pregnancy does not occur or early

pregnancy losses occur in these couples. Pregnancy occurs in couples whose sperm DNA fragmentation is

considered normal and no pathology is detected after being evaluated for female infertility.

Keywords: Infertility, Man, Spermatozoa, DNA fragmentation

Giris

Infertilite bir y1l korunmasiz diizenli cinsel
iliskiye ragmen gebelik elde edilememesi
durumu olarak tanimlanmakta ve iireme
cagindaki c¢iftlerin %15’ini etkilemektedir
(1). Infertil tanis1 konmus ciftlerin %30-
40’mnda erkege bagli, %40-50’sinde ise kadina
bagli nedenlerin oldugu goriilmektedir (2).
Agiklanamayan infertilite, infertilite tanisinda
kullanilan tiim standart testlerden normal
sonu¢ elde edilip fekondabiliteyi bozan
faktorlerin agiga ¢ikartilamadigi durumdur
(3). Aciklanamayan infertilite  goriilme
sikligr %22-28 arasinda degismekte olup,
erkek infertilitesine neden olan faktorler
degerlendirildiginde agiklanamayan infertilite
oraninin %40 civarinda oldugu ve testikiiler
hastaliklarla birlikte erkek infertilitesinin
baslica sebepleri arasinda oldugu goriilmektedir
(4). Bununla birlikte Y kromozomundaki
mikrodelesyonlar oligospermi ve azosperminin
nedenleri arasinda yer almaktadir (5).

Bu derlemede aciklanamayan infertilite tanisi
alan ciftlerde erkegin sperm DNA hasari
yoniinden degerlendirmesi amaglanmaktadir.

Erkek Infertilitesi Nedenleri ve Sperm DNA
Fragmantasyonu

Sperm DNA’s

Memeli spermi olduk¢a organize ve yogun
olarak paketlenmis yapidadir. Sperm bu
ozelligiyle somatik hiicrelerden oldukca
farklidir. Sperm morfolojisine uyumlu olarak
DNA 06zel olarak paketlenir. Epididimiste
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olgunlasma  swrasinda  bu  paketlenme
gerceklesir. Insan spermleri memeli spermlerine
gore %15 histon proteini igerdiginden daha
az kompakt yapidadir. Infertil erkeklerde
histon/protamin  orant bazi  ¢alismalarda
yiiksek bulunmustur. insan sperminde P1 ve
P2 olmak iizere iki tlir protamin bulunurken;
infertil  erkeklerde P2  ekspresyonunda
degisimler oldugu gosterilmistir. Bu da insan
sperm kromatininin daha az sikistirildigini
ve DNA fragmantasyonunun fazla oldugunu
gostermistir (6).

Sperm DNA Fragmantasyonu (SDF)

Sperm paternal genetik materyalin oosite
aktarilmasimi saglar. Sperm motilitesi ya da
morfolojisinde sorun olmamasma ragmen
DNA fragmantasyonu goriilebili. DNA
fragmantasyonu infertil erkeklerin cogunda
goriilmekte ve tek ya da c¢ift zincir DNA
kopmalariyla karakterizedir. Kromatin
biitiinliigiinii bozan sebepler radyasyon,
varikosel, sigara kullanimi, kemoterapi gibi
bir¢ok faktor olabilmektedir (7).

Sperm DNA hasart ve fragmantasyonunu
belirlemede kullanilan testler

Sperm DNA hasarlar1 ve fragmantasyonunun
belirlenmesinde giiniimiizde asagida kisaca
aciklanan birgok test kullanilmaktadir. TUNEL
yontemi, COMET yontemi, SCSA, halo sperm
yontemi (SCD), akridin oranj testi, anilin mavi
boyamasi, toluidine mavi boyamasi, floresan
in situhibridizasyon (FISH) yontemi siklikla
kullanilan yontemler arasindadir.



Terminal Uridine Nick-End Labeling

(TUNEL) Yo6ntemi
TUNEL yonteminde terminal
deoksintikleotidiltransferaz ~ (TdT) DNA

polimeraz enziminden yararlanilir. Bu enzim
tek ya da ¢ift zincirde DNA’nin 3’hidroksil
ucuna rastgele deoksiriboniikleotidler
(dUTP) ekler ve eklenen dUTP’lerin dl¢iimii
flowsitometri teknigi ile dl¢tiliir veya floresan
mikroskop ile degerlendirilir (8).

Tek Hiicre Elektroforezi (COMET analizi)

Y 6ntemi

Tek hiicre elektroforez yontemi sperm DNA
kiriklarmin dogrudan degerlendirildigi, erkek
infertilitesini belirlemede kullanilan hassas
bir yontemdir. Bu yontem nétral ya da alkali
ortamda yapilabilir. Notral tamponda sadece
cift zincir kiriklari tespit edilebilirken, alkali
tamponlarda hem c¢ift zincir hem de tek zincir
kiriklart tespit edilebilmektedir. Yontemin
caligma prensibi farkli molekiil agirliklarina
ve farkl elektriksel yiiklere bagli olarak DNA
molekiillerinin go¢ etmesine dayanir. Agaroz
jel icinde DNA ince bir tabaka halinde yayilip
deterjan ve yiiksek tuz konsantrasyonunda
eritilir. DNA’nin  katlanmasmi  saglayan
protamin ve histonlar ortamdan uzaklastirilmis
olur. Alkali tampon DNA’nim ¢ift zincirinin
katlanmasini engeller. Elektroforetik yiirimede
hasarsiz DNA’larda kuyruk olugmazken
hasarli DNA’da farklt molekiil agirhig ve
farkli elektriksel yiikte oldugundan kuyruklu
yildiz  gOrlintiisii  olugsmaktadir.  Hiicreler
floresan DNA baglayici boya ile boyanip daha
sonra goriintiilemesi yapilir. Bu goriintiileme
skorlanarak hasar miktar1 tespit edilir (9).

Sperm Kromatin Yapi1 Analizi (SCSA)

Bu yontem yapisal anomali bulunan spermlerin
asit ve 1stya duyarliliginin daha fazla oldugu
ve daha kolay denatiire oldugu fikrine dayanir.
Akridin  oranj boyasinin  metakromatik
ozelliklerinden yararlanir ve sperm DNA’sinin
in situ 1s1 ve asit kaynakli denatiirasyona
karst duyarliligini 6lger. Bu yontemle kirmizi
renk 151ma yapan tek sarmal DNA’lari orani
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(630 nm), yesil renk 1s1ma yapan ¢ift sarmal
DNA’lara orani (515-530 nm) flowsitometride
Olciiliir (10).

Flow Sitometrik Analiz

Bu yontemde akridin oranj (AO) boyasi
eklendikten sonra numune fluorescence-
activated cell sorting (FACS) akiskan
sitometri cihazina yerlestirilir. FlowJo yazilimi
kullanilarak sperm hiicreleri gegirildikten sonra
X (kirmiz1 floresan) ortalamast ve Y (yesil
floresan) ortalamast kaydedilir. Propidyum
iyodiir eklenir ve DNA’nin fragmante
bolgelerine boyanin baglanmasi saglanir (11).

Akridin Oranj Testi

DNA denatiirasyon oraninin belirlenmesinde
yesilden kirmiziya metakromatik kaymanin
gozlendigi SCSA benzeri degerlendirme
yapilir. Asit uygulamasi sonrast denatiirasyon
orani belirlenir. Normal yapidaki DNA yesil
floresan verirken denatiire DNA kirmizi renkte
floresan verir (12).

Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)
Yontemi

Bu yontemde agaroz matrikse gdmiilmiis ya da
lam tizerine fikse edilmis hiicreler denatiirasyon
amaciyla alkali soliisyona maruz birakilir.
Cift sarmal yap1 agilir ve tek sarmal DNA
orani artar. DNA fragmantasyonunun artmasi
tek sarmal DNA miktarin1 arttirir. Histon ve
protamin proteinleri uzaklastirilan DNA’ya
floresan isaretli problarla in situ hibridizasyon
yapilir. Béylece in situ olarak DNA kiriklarinin
orant belirlenmis olur (13).

O’Neill ve arkadaslarinin  ¢alismasinda
intrauterin inseminasyon uygulanarak gebelik
elde edilememis, agiklanmayan infertil ¢iftler
dahil edilerek sperm kromatini yapisal genomik
biitiinlik bakimindan TUNEL yontemiyle
incelenmisti. SDF  saptanmayan ¢iftlerde
klasik in vitro fertilizasyon (IVF) yapilirken,
SDF saptananlarda intrasitoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI) yodntemine bagvurulmus.
SDF saptanmayan klasik IVF yontemi ile
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gebelik elde edememis hastalara bir sonraki
tedavi i¢in ICSI yoOntemi Onerilmistir.
Ejekiilat sperm ile ICSI uygulanan ve gebelik
elde edilemeyen hastalara ise bir sonraki
tedavi i¢in testikiiller sperm ekstraksiyonu
(TESE) yontemiyle sperm elde edilerek ICSI
uygulanmasi 6nerilmistir. Kromatin biitiinligii
icin ayrica SCSA yapilmistir. Ejekiilat spermler
TESE spermi karsilastirildiginda TESE
sperminde SDF oraninin normal sinirlarda
oldugu saptanmis, TESE ile alinan spermle
gebelik oranlarinin arttig1 tespit edilmistir (14).

Cinthia ve arkadaslar1 ise SCD testinin DNA
fragmantasyonunun belirlenmesinde TUNEL

yontemine gore daha basarili oldugunu
gostermisler (15). Postmayotik apoptoz
yetersizligi, spermiyogenez sirasinda iplik

kopmalar1 ve oksidatif stres DNA hasarlarina
sebep olabilmektedir (16). DNA hasari
olmasina ragmen bazi hiicreler fertilizasyon
yetenegini kaybetmez ancak kusurlu yavrular
olusmasina neden olabilir. Ayrica sperm
DNA hasar infertilite ve IVF basarisizligiyla
iliskilendirilir. Sperm DNA hasar ile IVF ve
ICSI sonrasi gebelik kayiplart arasinda iligki
oldugu gosterilmistir (17).

Bareh ve arkadaglar1 gebelik kaybi yasayan
aciklanamayan infertil ¢iftlerde normospermik
erkeklerin  sperm DNA fragmantasyonu
yoniinden degerlendirilmesi i¢in  yaptigi
prospektif calismada her bireyden iki kez
sperm Ornegi almig ve DNA fragmantasyonu
yoniinden hem TUNEL yontemiyle hem de
flowsitometrik incelemeyle deney ve kontrol
grubunu incelemistir. TUNEL testi sonuglari
arasinda aciklanamayan infertilitesi olan
omeklerde SDF oranmin fazla oldugunu
gostermigtir (11). Paternal genomun biitiinligi
gebeligin olusumu ve siirdiiriilmesi i¢in biiyiik
o6nem tagir (18). DNA Kkalitesi diisiik olan

anormal spermatozoalar embriyo klivajimni
engelleyebilir  ve  blastosist  olusumunu
etkileyebilir (19).
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